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摘要# 目的!建立气相色谱)串联质谱 "MF)EUQEU$ 法分析疣吻沙蚕=<"/::.<4’.7(.1;1:/’.>1;7(’ 双齿围沙蚕+1:341:13(
>3N7.3;14(3(和日本刺沙蚕P1>4;.1(S>F/43’>中脂肪酸% 并采用MF法测定,HG "二十碳五烯酸$’ YLG "二十二碳六烯
酸$’ GG "花生四烯酸$’ TNG "亚麻酸$’ TG "亚油酸$ 含有量& 方法!石油醚提取沙蚕中脂肪酸后% 氢氧化钾)甲
醇溶液将其甲酯化& MF)EUQEU法分析 "’ 批样品中主要的脂肪酸成分% NSU<库匹配% 并计算相对含有量& MF法测定
( 种不饱和脂肪酸的含有量% 通过 UHUU"%P& 软件进行聚类分析& 结果!沙蚕中含有 "; 种脂肪酸% 其中不饱和脂肪酸
含有量较高& ( 种不饱和脂肪酸线性关系均良好 ":n&P+++ I$% 加样回收率 "4 h%$ 为 +’P"! e++P+’!& 聚类分析
将样品分成两类% 可鉴别疣吻沙蚕% 但不能区分双齿围沙蚕和日本刺沙蚕& 结论!该方法稳定可靠% 可用于沙蚕的质
量评价&
关键词! 沙蚕( 脂肪酸( MF)EUQEU( MF( 聚类分析
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!!海洋动物沙蚕隶属于环节动物门多毛纲沙蚕目
沙蚕科% 是沙蚕科动物的统称% 包括 " %&& 多个
属% "& &&& 多个种)"* % 其既可药用又可食用% 还
可作为饲料% 其经济’ 营养和生态价值十分显
著)#)** & 目前% 沙蚕科动物中产量最大和用途最广
的 * 个品种分别是双齿围沙蚕 +1:341:13(>3N7.3;14&
(3(’ 日本刺沙蚕P1>4;.1(S>F/43’>和疣吻沙蚕=<"/:&
:.<4’.7(.1;1:/’.>1;7(% 其中我国辽宁’ 山东和河北
的沿海地区以双齿围沙蚕和日本刺沙蚕居多% 江
苏’ 福建和浙江则以双齿围沙蚕为主% 而疣吻沙蚕
"俗称禾虫$ 主要分布在广东’ 福建和越南等
地区)’)(* &

沙蚕含有多种脂肪酸成分% 其中不饱和脂肪酸
具有较强的生理作用)%)I* & 本实验借鉴海洋产物鱼
油中不饱和脂肪酸的测定方法% 通过气相色谱)串
联质谱 "MF)EUQEU$ 法对这 * 个品种沙蚕中的主
要脂肪酸成分进行鉴定& 同时% 建立气相色谱
"MF$ 法对含有量较高% 并且在改善心脑血管疾病
方面具有显著药理活性的 ( 种不饱和脂肪酸成分
,HG "二十碳五烯酸$’ YLG "二十二碳六烯酸$’
GG "花生四烯酸$’ TNG "亚麻酸$’ TG "亚油
酸$ 进行定量分析% 希冀对沙蚕的质量评价提供
有益的参考&
HI材料
"P"!仪器!G8/04A6<491A:0:8/45I;+&GMF5a564-’
G8/04A6<491A:0:8/45I&&& MFQEU <‘/C04\@.Z’ G8/)
04A6%;+& N气相色谱仪’ G8/04A6F14-U6.6/:A 2:‘MF
5a564-工作站’ 氢火焰离子化检测器 "美国G8/04A6
<491A:0:8/45公司$&

TY#’ 型高速中药粉碎机 "浙江省温岭市大海
药材器械厂$( [,TGUD)""&& 型水浴锅 "上海爱朗
仪器有限公司$( D<"#(Y型电子天平 "德国 U.‘6:)
‘/5公司$( Ud(#&&L型超声清洗器 "上海科导超
声仪器有限公司$( YLM)+&(*G型电热恒温鼓风干
燥箱 "上海恒科技有限公司$&
"P#!试剂! 对照品与样品
"P#P"!试剂!石油醚 "%& e+& j$’ 甲醇’ 盐酸’
正己烷’ 氢氧化钾’ 氯化钠均为分析纯 "国药集
团化学试剂有限公司$&
"P#P#!对照品!顺% 顺)+% "#)十八碳二烯酸Q亚
油酸 "TG$ 甲酯’ 全顺式)+’ "#’ "( 十八碳三烯
酸Q亚麻酸 "TNG$ 甲酯’ 全顺式)(% ;% ""% "’)
二十碳四烯酸Q花生四烯酸 "GG$ 甲酯’ 全顺式)
(% ;% ""% "’% "I)二十碳五烯酸 ",HG$ 甲酯’

全顺式)’% I% "&% "*% "%% "+)二十二碳六烯酸
"YLG$ 甲酯 "含有量均" ++P&!% 美国 NW)
FL,dHK,H公司 $( 十三酸甲酯 "含 有 量 "
++P&!% 美国G99@U6.AZ.‘Z公司$&
"P#P*!样品!收集不同产地和品种 "双齿围沙
蚕’ 日本刺沙蚕和疣吻沙蚕$ 的沙蚕干品% 共 "’
批% 具体信息见表 "&

表 HI样品信息
/01NHI=+%"O40(#"+"%30472&3

编号 品种 产地 编号 品种 产地
" 疣吻沙蚕 福建厦门 ; 双齿围沙蚕 山东青岛
# 疣吻沙蚕 广东白蕉村 + 双齿围沙蚕 浙江宁波
* 疣吻沙蚕 广东神湾 "& 双齿围沙蚕 广东惠州
’ 疣吻沙蚕 广东乾务 "" 日本刺沙蚕 山东威海
( 疣吻沙蚕 广东白藤头 "# 日本刺沙蚕 浙江宁波
% 双齿围沙蚕 江苏连云港 "* 日本刺沙蚕 辽宁大连
I 双齿围沙蚕 河北秦皇岛 "’ 日本刺沙蚕 广东湛江

JI方法与结果
#P"!MF)EUQEU法定性分析脂肪酸成分
#P"P"!分析条件
#P"P"P"!MF!LH);; 毛细管柱""&& -g#(& "-g
&P#( "-$% 程序升温 "初始温度 "*& j% 保持
" -/A% 以 ( jQ-/A速率升至 "%& j% 保持 #& -/A%
再以 * jQ-/A速率升至 #’& j% 保持 "I -/A$( 载
气L4% 体积流量 #P#( -TQ-/A( 分流比 "& o"( 进
样量 " "T&
#P"P"P#!EU!,S离子源( 电子轰击能量 I& 4c(
离子源温度 #;& j( 进样口温度 #(& j( 质子扫描
范围%QD** e%&&& 质谱标准库采用NSU<谱库&
#P"P#!供试品溶液的制备!精密称取沙蚕样品粉
末 "过 %& 目筛$ 适量% 加入 "& 倍石油醚% 浸泡
"& e"# 1% 超声萃取 # 次 "’& RL?’ *& j$% 每次
" 1% 溶液过滤% #& -T石油醚冲洗滤渣% 过滤%
滤液合并% 旋转蒸发仪减压蒸馏% 回收石油醚% 得
到沙蚕脂肪油% k#& j保存备用&

精密称取脂肪油样品适量% 置于具塞圆底烧瓶
中% 加 &P( -:0QT氢氧化钾)甲醇溶液 ( -T% 振荡
混匀% 于 %& j水浴中皂化 "( -/A% 冷却后加入
#(!盐酸溶液 "& -T% 于 %& j水浴中放置 "( -/A%
冷却% 精密加入正己烷 ( -T% 振摇% 再加入 ( -T
饱和氯化钠溶液% 静置分层% 取上清液% 无水硫酸
钠脱水% % &&& ‘Q-/A离心 ( -/A% 取上清液& 精密
加入正己烷 ( -T% 振摇% 再加入 ( -T饱和氯化钠
溶液% 静置分层% 取上清液% 合并上清液% 作为沙
蚕甲酯化试液% 备用&
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#P"P*!样品测定!按确定的色谱和质谱条件% 测
定 * 个不同品种沙蚕中脂肪酸甲酯的总离子流色谱
图% 见图 "& 通过 NSU<库检索匹配% 初步鉴定出
多种脂肪酸成分% 峰面积归一化法计算各成分相对
含有量% 见表 #& 而且% 不同品种沙蚕中含有 ";
种相同脂肪酸% 其相对含有量见表 *&

图 HIX<8>)Y>)总离子流色谱图
P#,NHIX<8>)Y>)("(02#"+’.OO&+(’*O"40(",O043

表 JI脂肪酸分析结果

/01NJI9+0263#3O&3.2(3"%02#7*0(#’0’#!3

样品编号 化合物Q种 脂肪酸Q种 脂肪酸相对含有量Q!
""疣吻沙蚕$ %; *% ;IP;(
;"双齿围沙蚕$ (( #’ ;%P**
"""日本刺沙蚕$ *’ #* +’PI(

#P#!MF法测定 ( 种不饱和脂肪酸的含有量
#P#P"!色谱条件!LH)SNN]J._H:0a461a04A4M0a)
9:0毛细管柱 "#+P+ -g(*& "-g"P&& "-$( 程序
升温 " 初 始 温 度 "I& j% 保 持 * -/A% 以
*P( jQ-/A速率升至 #&( j% 以 *( jQ-/A 速率升
至 #*& j$( 检测器温度 #;& j( 载气为氮气(
VSY检测器( 分流比 # o"( 进样量 "P& "T&
#P#P#!对照品溶液的制备!分别精密称取 TNG甲
酯’ GG甲酯’ ,HG甲酯’ YLG甲酯’ TG甲酯对
照品适量% 正己烷定容% 分别制成 (+P#%’ #;P"%’
""+P’+’ ""(P(# 和 "*;P(* -8Q-T溶液% 作为对照
品贮备液% 置于k#& j保存% 备用&
#P#P*!内标溶液的制备!精密称取十三酸甲酯%
正己烷溶解% 制成 #(P&& -8Q-T内标溶液% 置于

k#& j保存% 备用&
表 KI脂肪酸相对含有量 $!&

/01NKI;&20(#Q&’"+(&+(3"%02#7*0(#’0’#!3$!&

脂肪酸
样品 "

"疣吻沙蚕$
样品 ;

"双齿围沙蚕$
样品 ""

"日本刺沙蚕$
十四烷酸 "P*; &P%# "PI*
十五烷酸 &PI% &P(% "P&*
十六烷酸 "+P#I #&P+# #&P(*
"’)甲基十六烷酸 "P+; &P"( &P+’
顺)+)十六碳烯酸 *P(& #P#+ (P&+
十七烷酸 *P++ &P++ "P("
顺)"&)十七碳烯酸 &P%" &P#I &P’I
十八烷酸 IP’# ’P;% IP;;
顺)%)十八碳烯酸 ’P#; *P*I %P&;
顺)+)十八碳烯酸 &P"" #P%" *P";
TG *P%# ""P%" #P#+
TNG &P%( "P"; #P#%
顺)"")二十烯酸 #P;( "P&; ’P"+
顺%顺)""% "’)二十碳二

烯酸
#P+; ;P*’ "P(*

GG (P(% #P(" &P;"
,HG IP;+ ’P;’ "%P("
全顺式)I%"&%"*)二十碳

三烯酸
&P&+ &P%% *P&I

YLG &P’I "P’& #P+(

#P#P’!供试品溶液的制备!按 +#P"P#, 项下方
法% 制备各沙蚕脂肪油的甲酯化溶液& 精密吸取
; -T% 置于 "& -T量瓶中% 精密加入 " -T内标溶
液% 正己烷定容至刻度% 摇匀% 备用&
#P#P(!方法学考察
#P#P(P"!色谱分离条件的选择!在 +#P#P", 项
色谱条件下% 各成分之间达到完全分离% 见图 #&

"$十三酸甲酯!#$TNG甲酯!*$GG甲酯!’$,HG甲酯!($

YLG甲酯!%$TG甲酯
"$6‘/Z49.A:/9.9/Z -461a04564‘!#$TNG-461a04564‘!*$GG-461a0

4564‘!’$,HG-461a04564‘!($YLG-461a04564‘!%$TG-461a04564‘

图 JIX<色谱图
P#,NJIX<’*O"40(",O043

#P#P(P#!线性关系考察!精密吸取 TNG甲酯溶液
#P( -T’ GG甲酯溶液 ( -T’ ,HG甲酯溶液 ( -T’
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YLG甲酯溶液 ( -T’ TG甲酯溶液 ( -T% 置于
#( -T量瓶中% 正己烷定容至刻度% 摇匀% 作为混
合对照品贮备液& 再分别精密量取 &P"’ &P#(’
&P(’ "’ #’ ’’ ; -T% 置于 "& -T量瓶中% 精密加
入 " -T内标溶液% 正己烷定容% 制成系列质量浓
度混合对照品溶液% 在 +#P#P", 项色谱条件下进
样分析% 记录色谱峰面积& 以各对照品与内标物峰
面积之比 "<$ 对各对照品和内标物质量浓度之比
"G$ 进行回归分析% 结果见表 ’&

表 TI] 种不饱和脂肪酸甲酯的线性关系
/01NTIC#+&0OO&20(#"+3*#73"%%#Q&.+30(.O0(&!02#7*0(#’

0’#!4&(*62&3(&O3

脂肪酸甲酯 回归方程 :
线性范围Q

"-8--Tk"$
TNG甲酯 <h"P&(’ (Gk&P&"# & &P+++ ; &P&(+ e’PI’"
GG甲酯 <h"P&+I (Gk&P&*% " &P+++ ; &P&(% e’P(&%
,HG甲酯 <h"P#*# (Gk&P"%; # &P+++ ; &P#*+ e"+P"";
YLG甲酯 <h"P&*( &Gk&P"(; " &P+++ I &P#*" e";P’;#
TG甲酯 <h&P+&* %Gk&P#*’ % &P+++ I &P#II e##P"%(

#P#P(P*!精密度试验!精密量取混合对照品溶液%
在 +#P#P", 项色谱条件下进样 " "T% 连续 % 次%
测得TNG甲酯’ GG甲酯’ ,HG甲酯’ YLG甲酯’
TG甲酯峰面积KUY分别为 "P;!’ #P%!’ #P*!’
#P+!’ #P;!% 表明仪器精密度良好&
#P#P(P’!重复性试验!精密称取同一批样品 "编
号 ’$% 按 +#P#P’, 项下方法平行制备 % 份供试品
溶液% 在 +#P#P", 项色谱条件下进样 " "T% 测得
TNG甲酯’ GG甲酯’ ,HG甲酯’ YLG甲酯’ TG
甲酯含有量 KUY分别为 "P+!’ "P;!’ "P+!’
#P;!’ "P*!% 表明该方法重复性良好&
#P#P(P(!稳定性试验!取同一供试品溶液 "编号
’$% 于 &’ #’ ’’ %’ ;’ "&’ "# 1 在 +#P#P", 项
色谱条件下进样 " "T% 测得 TNG甲酯’ GG甲酯’
,HG甲酯’ YLG甲酯’ TG甲酯峰面积 KUY分别
为 "P;!’ "P%!’ "P;!’ "P;!’ #P"!% 表明溶
液在 "# 1内稳定性良好&
#P#P(P%!加样回收率试验!精密称取含有量已知的
脂肪油样品 "编号 ’$ &P( 8% 共 % 份% 加入混合对
照品溶液 " -T"每 " -T含TNG甲酯"P;#* -8’ GG
甲酯 IP(%I -8’ ,HG甲酯 %P’%# -8’ YLG甲酯
#P*’# -8’ TG甲酯 (PI&; -8$% 按 +#P#P’, 项下方
法处理% 在 +#P#P", 项色谱条件下进样 " "T% 计
算 (种脂肪酸的加样回收率 "4h%$ 和KUY值& 结
果% 平均回收率为 +’P"! e++P+’!% KUY值均小
于 *P&!&

#P#P%! 样品含有量测定 ! 取沙蚕干品% 按
+#P#P’, 项下方法制备供试品溶液% 在 +#P#P",
项色谱条件下进样 " "T% 内标法计算 TNG甲酯’
GG甲酯’ ,HG甲酯’ YLG甲酯和 TG甲酯的含有
量% 再按照式 ""$ 换算成相应酸的含有量& 结果
见表 (&

脂肪酸含有量h脂肪酸甲酯含有量g脂肪酸分
子量Q脂肪酸甲酯分子量 ""$

表 ]I含有量测定结果 $4,Y,% !L"% #MK&
/01N]I;&3.2(3"%’"+(&+(!&(&O4#+0(#"+$4,Y,% ! L"%

#MK&

编号 TNG GG ,HG YLG TG
" &P(I l&P&# #P’& l&P&’ IP"; l&P&% &P*; l&P&* "P+( l&P&*
# &P%; l&P&" "PI% l&P&" %P(I l&P&; &P(& l&P&# "P%+ l&P&#
* "P*( l&P&’ ’PI# l&P&* %P+# l&P&% "PII l&P&# #P%; l&P&’
’ &P(’ l&P&" *P’% l&P&# %P&I l&P&’ "P(& l&P&’ #P*; l&P&*
( &PI* l&P&# ’P;" l&P&( ;PI( l&P&; *P&* l&PI& *P+* l&P&*
% &P’* l&P&# "P;& l&P&* "P(’ l&P&* &P(% l&P&" "P*( l&P&#
I &P#; l&P&" "P’* l&P&’ "P+; l&P&’ &PI+ l&P&# "P%( l&P&’
; &P(* l&P&* "P’# l&P&* "P;’ l&P&( &PI( l&P&* #P&" l&P&#
+ &P*# l&P&# &P%* l&P&’ "P*; l&P&* &P%I l&P&# "P*" l&P&#
"& &P"’ l&P&" &P"I l&P&" &PII l&P&" &P*+ l&P&" "P"# l&P&*
"" &PI; l&P&# &P## l&P&* "P+; l&P&I &P’* l&P&# &P(; l&P&(
"# &P’& l&P&’ &P*% l&P&" #P;& l&P*& "P*& l&P&# &P(I l&P&’
"* &P*I l&P&’ &P#& l&P&# #P%I l&P&# &P(% l&P&# &P(" l&P&’
"’ &P#% l&P&# &P(& l&P&" ’P"+ l&P&% "P*% l&P&* &PI; l&P&#

#P#PI!聚类分析!系统聚类是把样品或变量按照
相似性进行归类的方法& 本实验采用 UHUU"%P& 软
件中的聚类分析程序% 对 * 个不同品种 "’ 批样品
进行聚类分组% 采用欧氏距离测量% 每两个样本间
用GB4‘.840/AR.84法连结% 进行系统聚类分析% 绘
出树状图% 见图 *& 由图可知% "’ 批沙蚕样品以脂
肪酸含有量为聚类变量% 样品间距离小于 "( 时聚
为 " 类% 可聚成 # 个大类& 其中% 样品 " e( 聚为
一类% 其他 + 个样品聚为一类% 但两类脂肪酸含有
量差异明显% 由于 " e( 均为疣吻沙蚕% 因此聚类
结果可将其区分开% 体现了沙蚕品种的差异性% 但
不能明显区分双齿围沙蚕和日本刺沙蚕&
KI讨论

本实验采用内标法测定沙蚕中 ( 种不饱和脂肪
酸的含有量% 由于其含羧基% 极性较大% 沸点较
高% 故在分析前先进行甲酯衍生化% 以降低沸点和
极性% 提高分离的有效性% 而且选用 &P( -:0QT氢
氧化钾)甲醇溶液甲酯化时% 方法简便% 甲酯化完
全& 由MF)EUQEU 分析结果可知% 沙蚕所含脂肪
酸种类较多% 从十四碳酸至二十四碳酸之间均可检
测到& 经查阅资料可知% 测定脂肪酸甲酯的内标一
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图 KI聚类分析树状图
P#,NKIA&+!O",O04"%’2.3(&O0+0263#3

般选择奇数碳原子);)+* % 故选择十一’ 十三酸甲酯
进行预实验% 发现后者不仅可与沙蚕各脂肪酸峰完
全分开% 而且出峰时间适中&

通过MF)EUQEU 法分析沙蚕脂肪酸成分时发
现% 沙蚕中含有多种脂肪酸% 而且多不饱和脂肪酸
约占总量的三分之一& 其对人体有重要的生理功
能% 在体内的平衡对稳定细胞膜功能’ 调控基因表
达’ 维持细胞因子和脂蛋白平衡’ 抗心血管病’ 促
进生长发育等方面起着重要作用)"&)""* & 其中%
YLG被称作 +脑黄金,% 是大脑和视网膜的重要构
成成分% 对胎儿’ 婴幼儿智力和视力发育至关重
要% 并对人体心血管’ 神经’ 抗炎免疫系统等也有
着理想的功效)"#* ( ,HG被称为 +血管清道夫,%
具有防止脂肪在血管壁的沉积% 预防动脉粥样硬化
的形成和发展% 预防脑血栓’ 脑溢血’ 高血压等心
血管疾病作用)"** ( GG作为各种细胞信号转导途径
中不可忽视的第二信使% 在细胞膜多种受体刺激后
产生并发挥广泛的细胞内生物作用% 是人体前列腺
素合成的重要前体物质% 具有重要的生理’ 药理作
用)"’* ( TNG是构成人体组织细胞的主要成分% 其
缺乏是导致老年痴呆’ 癌症’ 心脑血管疾病’ 高血
压’ 高脂血症和糖尿病等疾病的重要诱因( 缺乏
TG% 则会使动物发育不良% 导致皮肤和肾损伤
等)"(* & 因此% ,HG’ YLG’ GG’ TG和 TNG( 种脂
肪酸对人体的健康非常重要% 而分析也发现沙蚕中
其含有量均较高&

然后% 通过MF法同时测定以上 ( 种不饱和脂
肪酸的含有量% 可知疣吻沙蚕中 ,HG’ TG和 GG
的含有量均明显高于其他两类沙蚕& 进一步以脂肪
酸的含有量为指标进行聚类分析% 从聚类树状图可

以直观地看出% 疣吻沙蚕与其他两类沙蚕 "双齿
围沙蚕和日本刺沙蚕$ 在聚类距离上相距较远&
因此% 聚类分析能鉴别出疣吻沙蚕&

这些含有量高’ 种类丰富的脂肪酸显示% 沙蚕
是一种营养价值高的海洋动物% 其中高含有量的不
饱和脂肪酸在一定程度上表明了其具有潜在的减少
血栓生成等改善心脑血管疾病的药理活性% 在开发
医疗保健产品方面具有非常大的潜力&
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